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(54) Souche de bacteries lactobacNIus easel subsp. easel 37 pour la preparation d'un produit bacterien doue 
d'une activite biologique. 



{57) L'invention concerne la microbiologie. Elle a pour objet 
lasouche bactenenne Lactobacillus casei subsp. casei 37, 
deposee le 30.06.89 a Nnstitut federal de genetique et de 
selection de micro-organismes industrlels et enreglstree 
sous le numero BKIIM B-4914. 

La souche selon l'invention est utilisee pour la prepara- 
tion d'un produit bacterien doue d'une activite biologique 
et/ou therapeutique destine a la correction et a la stabilite 
de la microflore du tube disqestrf en cas de dysbacterioses 
d'etiologies diverses et d'affections de I'appreil urogenital. 
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La presente invention concerne la microbiolo- 
gies et plus specialement une souche nouvelle : Lacto- 
bacillus casei subsp. casei 37 pour la preparation 
d'un produit bacterien doue d'activite biologique 
(eubiotique) , destin§e a la correction et 5 la stabi- 
lisation de la microflore du canal digestif en cas de 
dysbacterioses (desequilibres bactSriologiques) d 1 etio- 
logies diverses et d' affections de l'appareil urogeni- 
tal. 

Les produits bacteriens doues d'activite 
biologique (eubiotiques) contiennent des cultures vi- 
vantes de micro-organismes provenant de la microflore 
humaine. A ce titre, on utilise largement les lacto- 
bacilles. 

A l'heure actuelle, on connait diverses sou- 
ches des cultures L. fermentum, L. casei, L. plantarum, 
utilisSes pour la preparation de produits bacteriens 
doues d'une activity biologique (US, A, 4314995 ; So- 
ciety for Intestinal Microbial Ecology and Disease, 
XIII International Symposium on Intestinal Microecolo- 
gy. Special Meeting of the Society for Intestinal Mi- 
crobial Ecology and Disease, Porte Conte (S as sari) , 
Sardinia, September 11-14, 1988) . 

La frequence des deseguilibres bacteriologi- 
ques (dysbacterioses) va croissant, d f o€L un recours de 
plus en plus large aux eubiotiques , et la necessite de 
les perfectionner . 

Au fur et S mesure de la multiplication des 
connaissances sur la fonction protectrice de la micro- 
flore humaine et la biologie des micro-organismes qui 
la constituent, on assiste 5 une modification des cri- 
tSres du choix des souches productrices d f eubiotiques. 

A l'heure actuelle, pour la preparation d'un 
produit bacterien doue d'une activite biologique ( la 
lactobacterine) t partir de lactobacilles homofermen- 
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taires, on utilise, entre autres r la souche Lactoba- 
cillus fermentum 90T-C4 (Ouvrage de reference sur 
1 'utilisation de produits bacteriens et viraux, redi- 
ge par S.G. Dzagurova et F.F. Rezepova (en russe) , 
1975, (Moscou) , editions Meditsina, la Pharmacopee 
d'Etat de l f U. R. S., 1989) • En depit du fait que 
les souches prScitSes sont caractgrisges par une hau- 
te activite antagoniste vis-a-vis des micro-organis- 
mes pathogSnes et considdres comme pathog&nes et r6- 
sistent bien aux produits antibacteriens, tout en 
§tant susceptibles de fournir une grande qixantite de 
biomasse, elles ne pr^sentent ni une haute adhSsivi- 
te ni une resistance eievge au lysozyme et aux sues 
gastriques de l'homme ? or, ce sont justement ces 
proprietes qui determinent pour beaucoup le pouvoir 
colonisant des micro-organismes et, par consequent, 
l'efficacite des eubiotiques. Qui plus est, le pouvoir 
protecteur des diverses esp&ces de lactobacilles homo- 
fermentaires est loin d'etre le m§me. 

La souche selon 1' invention est nouvelle, et 
non dScrite dans la litterature. 

L' invention a pour objectif de fournir une 
souche nouvelle pour la preparation d'un produit bac- 
terien doue d'une activite biologique, souche presen- 
tant non seulement une haute activite antagoniste vis- 
i.^vis des micro-organismes pathog&nes et conventielle- 
ment pathogenes et une bonne resistance chromosomique 
aux produits antibactSr iens , mais encore une haute 
adhSsivitS et une forte resistance au lysozyme et aux 
sues gastriques humains. 

Le probleme ainsi pose est r§solu grSce IL la 
presente invention qui a pour ob jet une nouvelle sou- 
che de bact§ries : Lactobacillus casei subsp. casei 37, 
deposSe le 30.06.89 5 l'Institut federal de gengtique 
et de selection de micro-organismes industriels et en- 
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registree sous le num§ro BKIIM B-4914. La souche selon 
l 1 invention presente une haute activite antagoniste 
vis-a-vis des micro-organismes pathog&nes et considS- 
res comme pathogenes, une bonne r§sistance chromosomi- 
05 que aux produits antibacteriens, une adhesivite SlevSe, 
une forte resistance au lysozyme et aux sues gastriques 
humains . 

La souche selon l l invention Lactobacillus 
casei subsp. casei 37 a §t§ isolSe S partir de f feces 

lO d'un homme sain sur un milieu selectif solide ayant la 
composition suivante (g/litre) : 0,05 de MnS0 4 ; 0,2 de 
MgS0 4 ; 2,0 de K 2 HP0 4 ; 5 , 0 -d f acState de sodium ; 2,0 
de citrate d f ammonium ; 2,0 de glucose ; 10,0 de pepto- 
ne ; 5,0 de tryptone ; 1,0 de tween-80 ; 0,2 de cyste- 

15 ine ; 50,0 d'autolysat de levures ; 100.0 de decoction 

de foie ; jusqu'S 0,4 d'acide sorbique ; 25, O de gglose, 
le reste Stant de l'eau. 

On effectue I 1 incubation dans une atmosphere 
de gaz carbonique. La souche selon l 1 invention prSsente 

20 les caractferes culturaux et morphologiques et les pro- 
prietes physiologiques suivants . 

CARACTERES CULTURAUX ET^MORPHOLOGIQUES 

BStonnets gram-positif s, courts ou de longueur 
25 moyenne, l§gerement recourbSs, aux extremitSs arron- 
dies, disposes en "palissade" . lis n'ont pas de fla- 
gelles, ne forment ni de capsules ni de spores. Sur un 
milieu solide, les colonies sont bombees, opaques, 
blanchatres. 

30 

PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES 
Les conditions optimales de cultures sont : 
3 7°C dans une atmosphere de gaz carbonique ou de gas 
d'Sclairage ; la souche croit egalement en pr§sence 
35 d f oxyg§ne. La souche L. casei subsp. casei 37 decompose le gluocse 
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sans degagement de gaz ; crolt 5 une temperature de 
15 °C f mais ne croit pas en presence de 0,4 % de Tee- 
pol dans le milieu ; la souche fermente le tagatose, 
le sorbitol, le cellobiose, le melezitose, le galac- 
tose, le maltose, le saccharose, le mannose, le lac- 
tose, la salicine et le mannitol, mais ne fermente 
pas le rhamnose ; le taux d'aciditS dans le lait est 
de 1,5 t. 

L f adh§sivitS de la souche selon l f inven- 
tion, comparee a celle de la souche connue L. planta- 
rum 8P-A3, a ete etablie sur un raodSle d * erythrocytes 
humains du groupe 0(1) Rh (+) , trait §s au formol, en 
l'evaluant a l'aide de l 1 indice d'adhSsion moyen. 
L'adhSsivite est considSrSe nulle pour un indice 
d'adhSsion moyen compris entre O et 1,0, basse pour 
ton indice d'adhSsion moyen compris entre 1,01 et 2,O f 
moyenne pour un indice d'adhSsion moyen compris entre 
2,01 et 4,0, SlevSe quand cet indice est supSrieur a 
4,0. La souche L. casei subsp. casei 37 pr§sente une 
haute adhesivite (!' indice d 1 adhesion moyen etant de 
6,21 ± 0,98), en comparaison de la valeur moyenne de 
la souche connue L. plantarum 8P-A3, dont I 1 indice 
d f adhesion moyen est de 3,16 ± 0,31. 

La sensibilitS au lysozyme de la souche se- 
lon l 1 invention a etS dSterminge sur un milieu solide 
ayant la composition precSdemment indiqu§e, con tenant r 
en concentrations vari§es, un lysozyme isolS du blanc 
d 1 oeuf . 

Les rSsultats des recherches sur la stabili- 
ty de la souche selon l 1 invention L. casei subsp. ca- 
sei 37, comparSe k celle de la souche connue L. plan- 
tarum 8P-A3 sont prSsentSs dans le tableau 1. 
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TABLEAU 1 

STABILITE PES SOUCHES DE LACTOBACILLES 
VIS-A-VTS DU LYSOZYME 





|L. casei subsp. ] 


|L. plantarum I 




icasei 37 s 


: 8P-A3 ) 


( Concentration de lysozyme : 






^dans le milieu nutritif f \ 






(mg/ml : 


: 50 100 J 


: 50 100 ) 


( Croissance (+) ou absence : 






ide croissance (-) \ 


1 + +5 





15 

II ressort des donnees presentees dans le 
Tableau 1 que la souche selon l f invention L. casei 
subsp. casei 37 se distingue par une resistance plus 
ilevee au lysozyme. 

20 La souche selon I 1 invention pr§sente une 

resistance elevee au lysozyme et croit encore 3. une 
concentration de lysozyme de 100 mg/ml. La souche 
connue L. plantarum 8P-A3 est nettement plus sensi- 
ble, elle ne croit bien qu 1 ! une concentration de 

25 lysozyme non supSrieure §. 50 mg/ml. 

Pour determiner la stabilite de la souche 
selon l 1 invention (compar6e §. celle de la souche con- 
nue pr§cit€e) vis-a-vis des sues gastriques de l f hom- 
me, on a maintenu pendant 6 heures des suspensions de 

30 cultures dans le sue gastrique et le sue duod§nal, 
tant non dilues dans les proportions de 1:2 et de 
1:8, en procedant a de nouveaux ensemences sur le mi- 
lieu solide de la composition sus-indiqu§e et en de- 
nombrant les colonies apparues . Les rSsultats de ces 

35 recherches sont prSsentSs dans le Tableau 2. 
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TABLEAU 2 

RESISTANCE PES SOUCHES DE LACTOBACILLES 
AUX SUCS DIGESTIFS DE L ' HOMME 



i Degre de resistance 


[L- casei suhsp. 
rcasei 37 


[ L. plantarum ( 
: 8P-A3 ) 


(Ele^e (plus de 100 colonies 
idans un sue nan dilue) 


; >ioo ; 


; >ioo j 


^Moyen (plus de 100 colonies ] 
(dans un sue dilu§ 1:2) : 


: >lO0 : 


: > 100 ) 


(Bas (26 a 100 colonies dans : 
iun sue dilue 1:8) [ 


: >ioo ; 


: ^ 100 ) 


\ Mil (moins de 25 colonies ] 
(dans un sue dilue 1:8) : 


> 1O0 : 


s >100 ) 



Les donnees presentees dans le Tableau 2 
font ressortir que la souche selon 1' invention pr§- 
sente une stabilite elevSe vis-a-vis des sues di- 
gestifs de l'homme identique a celle de la souche 
connue plantarum 8P-A3. 

L f activity a ntagonis te de la souche selon 
1* invention, compar§e a celle de la souche L. plan- 
tarum 8P-A3, a Ste dSterminee par la mSthode des 
stries perpendiculaires sur un milieu solide, analo- 
gue au milieu precSdent mais d§pourvu d'ac§tate de 
sodium et de citrate d' ammonium et ayant un pH = 7,0. 
On a utilisS corame micro -or ganisme de r§f §rence les 
souches Shigella flexneri, Shigel la so nnei f Escheri- 
chia coli , Proteus vulgari s , Proteus mir abili s , & ta- 

pl^loccocus aureus , Streptococcus faecalis. Une zone 
d 1 absence de croissance, large de 10 a 15 igra, corres- 
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pond a une faible activite antagoniste, de 16 a* 20 mm 
a une activite moyenne, de 21 a 25 mm S une activit§ 
elev§e, et de 26 mm et da vantage a une activite tr§s 
elevee. L 1 activity antagoniste de la souche selon 
1* invention L. casei subsp. casei 37 (ainsi que celle 
de la souche connue) vis-S-vis de Streptococcus fae- 
calis est elevee, et tr§s elev€e vis-l-vis de tous 
les autres micro-organismes de reference. 

La sensibility de ces souches a des pro- 
duits antibact§riens a §te d§termin§e par la mSthode 
de diffusion dans la gelose avec recours aux disques 
de papier sur un milieu solide analogue* Les deux 
souches sont stables vis-S-vis des produits antibac- 
t§riens courairanent utilises dans la pratique medica- 
le : la streptomycine, la monomycine f la neomycine, 
la kanamycine, la ristomycine, la polymyxine, la ce- 
phaloridine et la gentamycine ; elles sont modSrement 
stables vis— S-vis de la mSticilline et de la spiramy- 
cine. L 1 absence de R-plasmides chez les souches con- 
firme la nature chromosomique de la resistance aux 
antibiotiques . 

Un essai de toxicite de la souche selon 
l l invention sur des sour is blanches r a permis de 
conclure & son izmocuite. La composition nuclSoti- 
que de l'ADN de la souche selon l 1 invention L. ca- 
sei subsp. casei 37 donne un pourcentage G + C = 
41,9. 

La souche selon 1' invention est utilisSe 
pour la preparation d f un produit bact§rien douS 
d'une activite biologique et/ou th§rapeutique qui 
constitue par consequent un second objet de 1' in- 
vention. Le produit bactSrien est administre par 
voie orale. On a Studie l r influence qu T exerce le 
produit bactSrien doue d 1 activity biologique , ob- 
tenu a partir de la souche selon 1 'invention, sur 
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1'Stat de la biocenose microbienne de I'intestin 

chez les animaux. 

Les recherches out ete eff ectuees dans un 

groupe experimental (14 animaux) et un groupe te~ 

moin (10 animaux) de singes de l'espece Macaca mulat- 

ta, ages de 2,5 a 3 ans f qui vivaient dans un milieu- 

specialise . 

La biocenose microbienne intestinale a 

etg Studiee par des mSthodes classiques et aprds in- 
troduction pendant 7 jours de la lactobactgrie pa- 
rallelement a 1 'administration d'antibiotiques (le- 
vomycetine, gentamycine) chez les animaux du groupe 
experimental. Les primates du groupe temoin, qui ne 
recevaient que les antibiotiques r ont §t§ examines 
dans les memes dSlais. Les r§sultats des recherches 
sont presentSs dans le Tableau 3* 
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Les resultats presentes dans le Tableau 3 
font ressortir que Les primates du groupe temoin accu- 
sent une diminution de la quantity de lactobacilles et 
de la quantite totale de bact§ries anaerobies, ainsi 

05 qu'un accroissement du taux de colibacilles , de pro- 
teus et d'enterocoques. 

Dans le meme temps, chez les primates du 
groupe experimental, on a constate une normalisation 
du taux de lactobacilles • Efn outre, les taux de coli- 

lO bacilles et de proteus ne sont pas augmentSs. 

Les resultats des travaux effectuSs mon- 
trent par consequent une influence benefique dou§ 
d'activite biologique, adrainistr§ sur une pSriode de 
7 jours, pour la preparation duquel on a utilise la 

15 souche selon 1' invention L. casei subsp. casei 37. 

Cette influence s'exerce sur la composition de la mi- 
croflore intestinale des primates, et se traduit par 
la restauration d'une biocenose microbienne normale 
de l'intestin, alors que chez les animaux qui ne re- 

20 cevaient que les antibiotiques on a constats des 

troubles importants de la microflore, allant jusqu'S 
1' apparition de dysbactSriose du 3 e degrS (I.N, 
Blokhina, V.G. Dorofeichuk, Les Dysbacterioses (en 
russe) , 1979, (Leningrad) , Editions Meditsina) . 

25 On a egalement effectue des essais du pro- 

duit bacterien doue d'activite biologique, pour la 
preparation duquel on a utilise la souche selon 
1' invention, pour determiner l f ensemble des proprie- 
tes therapeutiques (possibilite de retablir la bio- 

30 cenose microbienne perturbee de l f intestin dans de 
bref s deiais et son optimisation) ♦ 

Les essais ont ete effectues sur des yo- 
lontaires sains SgSs de 30 a 40 ans dans des condi- 
tions de laboratoire. Les conditions des essais 

35 etaient les suivantes : les volontaires du groupe 
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exp§rimental et du groupe temoin (constituSs de 6 per- 
sonnes chacun) avaient subi un bilan de 17 ensemble de 
la microf lore des f Sees af in de determiner 1 1 etat de 
la biocenose microbienne intestinale* AprSs adminis- 
tration orale de tetracycline 3. raison de 0,25 g 
4 fois par jour pendant 5 jours, on administrait le 
produit bact€rien dou§ d'une propri§t§ biologique, 
prepare a partir de la souche L. casei subsp. casei 
37 (groupe experimental) et de la souche L* plantarum 
8P-A3 (groupe t§moin) . 

La prise du produit bact^rien avait lieu 40 
a 60 mn avant les repas, S. raison de 2 comprimSs 2 ou 
3 fois par jour durant 10 a 14 jours. A 1" issue du 
traitement, on avait examinS la microf lore des f&ces. 

Les donnees comparatives relatives 3. la 
normalisation de la biocgnose microbienne de l^n- 
testin dans le groupe experimental et le groupe t§- 
moin sont presentges dans le Tableau 4. 
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II ressort du Tableau 4 que la mise en oeuvre 
du produit bacterien doue d'une activite biologique et/ 
ou thirapeutique, prSparg a partir de la souche selon 
1* invent! on conduit a la normalisation du taux de pro- 
teus et de celui de clostridies, au rStablissement du 
taux de lactobacilles et a la predominance f typique 
pour l'eubiose, des esp&ces de colibacilles 3 fermen- 
tation normale, ainsi qu f a la domination optimale des 
bifidobactSries sur les colibacilles. 

Chez les sujets du groupe temoin, qui ont 
regu le produit bactSrien dou§ d'une activite biolo- 
gique, prepare a partir de la souche L. plantarum 
8P-A3, le taux de lactobacilles n'a pas atteint le ni- 
veau de depart, le taux de proteus et celui de clos- 
tridies I'ont dSpasse et on n'a pas constats un r§ta- 
blissement complet des colibacilles. 

L f §tat de la microflore de I'intestin a et§ 
dSfini comme une dysbact§riose du I degre. 

Les essais effectugs ont done mis en eviden- 
ce qu'avec 1 1 administration de la souche selon l 1 inven- 
tion on a les avantages suivants par rapport a la sou- 
che connue : 

- une reduction plus sensible des taux de pro- 
teus et de clostridies ; 

- un accroissement plus substantielle du taux de 
lactobacilles ; 

- le rgtablis semen t tant du niveau quantitatif 
que de la composition qualitative des colibacilles ; 

- la normalisation de la biocSnose microbienne 
de l'intestin dans son ensemble. ; 

Le produit bactgrien doue d'une activity 
biologique, prgparS a partir de la souche selon l 1 in- 
vention, est inoffensif , non toxique et assure la 
normalisation de la microflor intestinale en 10 a 14 
jours a partir du moment de l'arr§t de la prise des 
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antibiotiques • 

Le produit bacterien, doue d'une activite 
biologique, pr§pare a partir de la souche selon 1' in- 
vention, est utilisable : 
05 - pour le traitement et la prevention des infec- 

tions de I'appareil urogenital , des vaginites et des 
vaginoses ; 

- en cas d 1 affections infectieuses et non infec— 
tieuses du tube digestif, qui s 1 accompagnent d'une 

10 dysbiose ; 

- en cas de chimiotherapie antibactSrienne pro- 
longSe, de traitement par irradiation et d 'utilisa- 
tion d'immunodSpresseurs ; 

- dans les situations de stress. 

15 L f incubation de la souche selon l 1 invention 

s'effectue de la maniSre suivante. 

On prepare un milieu nutritif constituS 
pour un tiers de lait et de levures et pour deux 
tiers d'un melange contenant du sulfate de manganese, 

20 du sulfate de magnesium, de l f hydrogenophosphate de 

potassium, de 1' acetate de sodium, du citrate d' ammo- 
nium, du glucose, de la peptone, de la tryptone, du 
Tw3en-80, de la cyst§ine, un autolysat de levures, une 
d§coction de foie, de l r acide sorbique. On y ajoute 

25 de la gSlatine, de l'amidon, de I'acide folique et du 
glucose, 

Ensuite, on procSde §. la preparation de la 
culture mere. 

Une culture lyophilisee contenue dans des 
30 ampoules ou des f lacons est diluee avec un milieu 

ayant une composition analogue a celle precedemment 
decrite puis mise 3 incuber pendant 6 heures, ce qui 
fourni une premiSre generation. Une seconde gfinSra- 
tion est obtenue a la suite d'une nouvelle incubation 
35 dans un meme milieu pendant 17 + 1 heures, et une 
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troisiSme gen§ration, en effectuant une incubation 
dans un milieu analogue , egalement pendant 17 + 1 heu- 
res. 

On trasfdre la culture m§re dans un reacteur 
et on la met 3 incuber pendant 8 a 12 heures S une 
temperature de 37°C dans une atmosphere d 1 azote, le pH 
etant maintenu entre 5,8 et 6,2. 

La biomasse refroidie est concentrSe et con- 
gelee 3 une temperature inferieure 3. -38 °C, 

La biomasse congelee est sechSe par lyophi- 

lisation. 

La biomasse lyophilisee alnsi obtenue est 
utilisee comme principe actif d'un produit bactSrien 
douS d f une activity biologique, qui pr§sente une haute 
activite antagoniste vis-a-vis de plusieurs micro-or- 
ganismes pathog&nes et considerSs comme pathogenes se 
d§veloppant dans l'intestin et qui resiste bam sux poo- 
duits antibact§riens les plus couramment utilises dans 
la pratique clinique et qui est egalement inoffensif 
et non toxique. 

Afin de mieux faire comprendre 1' invention, 
on donne ci-apres l'exemple non limitatif suivant de 
l 1 incubation de la souche selon 1' invention, 

EXEMPLE 

On prepare 1 1 ensemencement en introduisant 
la souche Lactobacillus casei subsp. casei 37 dans un 
milieu nutritif constituS pour un tiers de l'ait et 
de levures, et pour deux tiers d f un melange de la com- 
position suivante (en g/litre) : 



MnS0 4 0 f 05 

MgS0 4 0 f 2 

K 2 HP0 4 . 2,0 

acState de sodium 5,0 

citrate d 1 ammonium 2,0 



2656798 



17 



glucose 

peptone 

tryptone 

Tween-80 

cysteine 



autolysat de levures 
decoction de foie 
acide sorbique 



2,0 
10,0 
5,0 
1,0 
0,2 
50,0 



eau 



100,0 

jusqu'a 0,4 
le reste. 



On ajoute au milieu nutritif de la gelatine, 
de l'amidon, de 1 T acide folique et du glucose. On 
laisse incuber pendant 6 heures § une temperature de 
3 7°C r pour obtenir une premiere generation. On obtient 
une seconde generation a la suite d f un nouvel ensemen- 
cement sur un m§me milieu pendant 17 h. Ensuite, pour 
obtenir une troisieme generation, on effectue une in- 
cubation pendant 17 heures dans un milieu nutritif 
analogue. On transfdre la culture m§re ainsi obtenue 
dans le milieu d 1 incubation (la composition du milieu 
etant analogue a celle qui a ete precSdemment decrite) 
dans un rapport volumique de 1:10 et on effectue 1* in- 
cubation S une temperature de 3 7°C dans une atmosph&re 
d'azote, le pH etant de 5,8. La biomasse qui en rSsul- 

Q 

te contient 8.10 cellules vivantes de la culture dans 
1 ml. La biomasse obtenue est refroidie, concentrSe 
d'un ordre de 10 par filtration, congelee §. une tempe- 
rature de -38°C puis sech§e par lyophilisation. 
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KEVENDICATIONS 

1. Souche bacterienne Lactobacillus casei 
subsp. casei 37, deposSe le 30.06.89 a I'Institut 
federal de genetique et de selection de micro-orga- 
nismes industriels et enregistrSe sous le num§ro 
BKIIM B-4 914. 

2. Produit bactSrien ayant une activite 
biologique et/ou therapeutique comprenant k titre 
d' ingredient actif la souche bactSrienne selon la 
revendication 1 • 

3. Produit bactirien selon la revendication 
2, utilisable pour la normalisation de la microflore 
intestinale . 
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